Влияние адреналина на структуру и механические свойства поверхности лимфоцитов человека by Скоркина, М. Ю. et al.
5
Сетевой научно-практический журнал
се р и я  Физиология
Т Т А У Ч Н Ы Й
РЕЗУЛЬТАТ
УДК 576.52
Скоркина М.Ю., ВЛИЯНИЕ АДРЕНАЛИНА
Беляева С.С., НА СТРУКТУРУ И  МЕХАНИЧЕСКИЕ
Клочкова Г.Н., СВОЙСТВА ПОВЕРХНОСТИ
Салих А.М.С. ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА
С к о р к и н а  м а р и н а  Ю р ь ев н а ,
доцент кафедры экологии, физиологии и биологической эволюции, 
кандидат биологических наук, доцент 
Белгородский государственный национальный исследовательский университет, 
ул. Победы, 85, г. Белгород, 308015, Россия; E-mail: skorkina@bsu.edu.ru 
Б е л я е в а  С в е тл а н а  С е р ге е в н а  
Белгородская областная клиническая больница Святителя Иосафа, 
ул. Некрасова, 8/9, г. Белгород 308007, Россия; E-mail: S-belyaeva@yandex.ru 
К л о ч к о в а  Г а л и н а  Н и к о л а е в н а  
Белгородская областная клиническая больница Святителя Иосафа, 
ул. Некрасова, 8/9, г. Белгород 308007, Россия; E-mail: S-belyaeva@yandex.ru 
С a л и х  А м м а р  м у с л и м  С ал и х, сту д ен т  
Белгородский государственный национальный исследовательский университет, 
ул. Победы, 85, г. Белгород, 308015, Россия; E-mail: skorkina@bsu.edu.ru
Ан н о т а ц и я
У становлено влияние адреналина на структуру и механические свойства поверхности зрелых лимфоцитов здоровых людей и недодифференцированных лимфоцитов боль­
ных хроническим типом лимфобластного лейкоза. Под влиянием адреналина методом 
атомно-силовой спектроскопии доказано различие в цитоархитектонике поверхности 
лимфоцитов исследуемых групп. Так, под влиянием адреналиновой нагрузки поверхность 
лимфоцитов здорового человека становится шероховатой, а больного хроническим типом 
лейкоза -  рифленой. В тоже время адреналин ухудшает упруго-эластические свойства как 
клеток здоровых, так и больных людей. Выявленные эффекты адреналиновой нагрузки на 
клеточном уровне имеют важное значение для понимания патогенеза функциональных 
состояний, сопровождающихся изменением микрореологических свойств крови.
Ke y  w ords: адреналин, лимфоциты, атомно-силовая микроскопия, упруго-эластические 
свойства.
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Ab s t r a c t
The authors have established the influence of adrenaline on the structure and mechanical properties of the surface of human lymphocytes and lymphocytes from patients with chronic leukemia. 
With the method of atomic force microscopy, the authors have revealed that under the influence of 
adrenaline there is a difference in the topography of lymphocytes’ surface in both groups. Under the 
influence of adrenalin load the surface of lymphocytes in healthy donors becomes roughened, but 
the lymphocytes’ surface in patients with chronic leukemia is ruffled. At the same time, adrenaline 
decreases elastic properties of cells. The effects of adrenalin load on the cell identified in the study are 
imortant for understanding of the pathogenesis of the functional status accompanied by a change in 
the microrheological properties of blood.
I C e y  w ords: adrenalin; lymphocytes; atomic force microscopy; elastic properties.
№1 2015
Скоркина М.Ю ., Беляева С.С., Клочкова Г.Н., Салих А.М .С.
ВЛИЯНИЕ АДРЕНАЛИНА НА СТРУКТУРУ
И  МЕХАНИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ПОВЕРХНОСТИ
ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА
НаА У Ч Н Ы ЙРЕЗУЛЬТАТ
Сетевой научно-практический журнал
Адреналин выступает важным регулято­
ром функциональной активности иммуно- 
компетентных клеток, оказывая стимулиру­
ющее влияние на и рецепторы [11]. На по­
верхности иммунных клеток присутствуют 
а- и в-адренорецепторы. Установлено, что 
в-адренергическая стимуляция в отличие 
от а-адренергической подавляет функции 
лейкоцитов [7]. в2-адренорецепторы пред­
ставлены на поверхности всех лимфоци­
тов за исключением Th2 [13]. Несмотря на 
то, что к настоящему моменту установле­
ны различные пути а- и в-адренергической 
стимуляции лимфоцитов на молекулярном 
уровне [5, 10], не выясненным остается во­
прос о влиянии адреналина на свойства и 
структуру клеточной поверхности как в вы­
соко специализированных клетках, так и в 
клетках с нарушенным механизмом созрева­
ния и дифференцировки. В связи с этим, це­
лью исследования было изучить изменение 
структуры и механических свойств поверх­
ности лимфоцитов здоровых людей и боль­
ных лейкозом под влиянием адреналиновой 
нагрузки.
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы  и с с л е д о в а н и я .
В экспериментальной части работы исполь­
зовали венозную кровь здоровых людей (25 
человек) в возрасте от 25 до 45 лет, а также 
кровь больных ХЛЛ (25 человек) в возрас­
те от 17 до 46 лет, находящихся на лечении 
в гематологическом отделении областной 
клинической больницы г. Белгорода. Че­
ловеческую кровь получали методом вене­
пункции при участии специализированного 
медперсонала. Суспензию лимфоцитов по­
лучали путем центрифугирования цельной 
крови при 1500 об/мин, с последующим от­
мыванием лейкоцитарного кольца в рас­
творе Дульбекко (рн 7,4). Адреналиновую 
нагрузку осуществляли путем инкубации 30 
мкл клеточной суспензии в 150 мкл среды 
Хенкса, содержащей 10-9ммоль/л адренали­
на в течение 15 мин. По окончании времени 
инкубации пробы центрифугировали 5 мин
при 1500 об/мин, надосадочную жидкость 
убирали. В качестве контроля использовали 
лимфоциты, помещенные в аутологичную 
плазму и инкубированные при тех же усло­
виях.
Механические свойства клеток крови 
изучали на атомно-силовом микроскопе 
ИНТЕГРА ВИТА (Зеленоград, 2009) в ре­
жиме силовой спектроскопии во влажной 
камере [3] Для работы с клетками использо­
вали модифицированные АСМ-зонды в виде 
полусфер с радиусом закругления 5 мкм [4]. 
Модуль Юнга, характеризующий упругость 
клеток, рассчитывали исходя из известной 
формулы [6].
Структуру поверхности лимфоцитов изу­
чали на нативных клетках крови с исполь­
зованием атомно-силового микроскопа в 
режиме полуконтактного сканирования. 
Сканировали по 20 клеток из каждой пробы. 
Сканирование осуществляли с частотой раз­
вертки 0,6-0,8 Hz, используя кантилеверы 
серии NSG03 жесткостью 1,1Н/м и радиусом 
закругления 10 нм. Строили кривые профи­
ля участков поверхности размером 3,5Хз,5 
мкм, на которых измеряли высоту и подсчи­
тывали количество глобулярных выступов, 
а также углублений, образовавшихся в мем­
бране после нагрузок.
Результаты экспериментальных исследо­
ваний обработаны методами вариационной 
статистики с использованием пакета ана­
лиза «Microsoft Excel 7.0» на персональном 
компьютере. Статистический анализ резуль­
татов экспериментов проведен с примене­
нием критерия Стьюдента для 5%-го уровня 
значимости.
Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я
и  и х  о б су ж д е н и е .
Лимфоциты доноров. В условиях актива­
ции и блокады в-адренорецепторов рельеф 
поверхности лимфоцитов был изменен, в 
структуре плазмалеммы наблюдали рифле- 
ность по сравнению с «рисунком» мембра­
ны в плазме (рис. 1).
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Рис. 1. Рельеф поверхности лимфоцитов доноров: 
а -  в условиях адреналиновой нагрузки; б -  в аутологичной плазме.
Fig. 1. Relief o f surface o f donors’ lymphocytes: 
a -  in the conditions o f adrenalin load; b -  in the autologous plasma.
Наблюдаемая на сканограммах шерохова­
тость поверхности под влиянием адреналина 
сопровождается увеличением числа глобуляр­
ных выступов на 27,7% (р<0,05), при этом вы­
сота их снизилась на 42,4% (р<0,05) по срав­
нению с размерами глобул в плазме (табл. 1).
Под влиянием адреналиновой нагруз­
ки произошло заметное сокращение числа
углублений в мембране на 55,5% (р<0,05) по 
сравнению с плазмой, их диаметр и глуби­
на уменьшились соответственно на 28,7% и 
32,6% (р<0,05). Модуль Юнга лимфоцитов 
увеличился на 57% (р<0,05), а глубина погру­
жения кантилевера в мембрану уменьшилась 
на 45% (р<0,05) по сравнению с контролем.
Таблица 1 
Table 1
Цитоархитектоника и механические свойства 
лимфоцитов доноров под влиянием адреналина
Topography and mechanical properties o f donors’ lymphocytes 
under the influence o f adrenaline
Параметры Плазма (контроль) Адреналин
Глобулярные
выступы
высота, нм 41,30 ± 3,7 17,54 ± 0,53*
число 3б,0± 0,9 46,0 ± 1,1*
Углубления 
в мембране
диаметр, нм 221,8 ± 24,0 63,79 ± 1,15*
глубина, нм 17,30 ± 0,60 5,64 ± 0,15*
число 18,0 ± 1,1 10,0 ± 2,3*
Жесткость
модуль Юнга, дРа 3,5 0± 0,20 5,49 ± 0,37*
глубина погружения 
кантилевера, нм 345,20 ± 3,74 155,12 ± 23,48*
*- Статистически достоверные различия между значениями в пробах с адреналином по 
сравнению с плазмой по критерию Стьюдента прир<0,05.
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Лимфоциты больных ХЛЛ. Рельеф по­
верхности лимфоцитов больных ХЛЛ под 
влиянием адреналина (рис. 2а) был менее
Р Е ЗУ Л Ь ТА Т
Сет евой научно-практ ический ж урнал
Т Г А У Ч Н Ы Й
структурирован по сравнению с контролем 
(лимфоциты больных ХЛЛ в аутологичной 
плазме; рис. 2в).
и
б
Рис. 2 Рельеф поверхности лимфоцитов больных ХЛЛ: 
а -  в условиях адреналиновой нагрузки; б -  в аутологичной плазме.
Fig. 2. Relief o f surface o f lymphocytes in patients with CLL: 
a -  in the conditions o f adrenalin load, b -  in the autologous plasma.
Количество углублений в мембране умень­
шилось на 70% (р<0,05), при этом их глуби­
на увеличилась на 344% (р<0,05), а диаметр 
сократился на 93,7% (р<0,05) по сравнению 
с контролем. Под влиянием адреналиновой
нагрузки число глобулярных выступов сокра­
тилось на 79% (р<0,05), а их высота возросла 
на 314% (р<0,05) по сравнению с контролем 
(табл. 2).
Таблица 2
Цитоархитектоника и механические свойства лимфоцитов больных ХЛЛ
под влиянием адреналина
Table 2
Topography and mechanical properties o f lymphocytes in patients with CLL under the influence
o f adrenaline
Параметры Плазма (контроль) Адреналин
Глобулярные
выступы
высота, нм 17,6 ± 0,9 72,8 5± 1,3*
число 125,0 ± 1,1 26,0 ± 0,9*
Углубления 
в мембране
диаметр, нм 149,4 ± 12,9 9,29 ± 1,89*
глубина, нм 8,01 ± 0,9 35,54 ± 3,57*
число 40,0 ± 2,3 12,0 ± 1,36*
Жесткость
модуль Юнга, дРа 1,80 ± 0,01 4,19 ± 0,31*
глубина погружения 
кантилевера, нм 1035,20 ± 7,32 258,01 ± 31,07*
*- Статистически достоверные различия между значениями в пробах с адреналином по 
сравнению с плазмой по критерию Стьюдента прир<0,05.
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